Localization of mRNA of two types of somatolactin, growth hormone, and prolactin in the pituitary of gilthead seabream Sparus auratus L., 1758 by Herrero-Turrión, M. J. et al.
Localización de los ARNm de los dos tipos 
de somatolactina, de la hormona de crecimiento 
y de la prolactina en hipófisis de dorada 
Sparus auratus L., 1758
M. J. Herrero-Turrión 1, A. Velasco 1, M. Concepción 2, R. Durán 2, R. Rodríguez 1,
J. Aijón 1 y J. Lara 1
1 Instituto de Neurociencias de Castilla y León (INCyL). Facultad de Medicina. Universidad de Salamanca. 
Campus Unamuno. 37007 Salamanca, España. Correo electrónico: rororo@usal.es
2 Mariscos de Estero, S. A. Finca El Tambujal. 21400 Ayamonte (Huelva), España 
Recibido en julio de 2001. Aceptado en febrero de 2002.
RESUMEN
Se analizó, por hibridación in situ (HIS) no radiactiva, la expresión de ARNm de los dos tipos
de somatolactina (SL1 y SL2), hormona de crecimiento (GH) y prolactina (PRL) en hipófisis de
dorada Sparus auratus L., 1758. Las distintas oligosondas de somatolactina (SL) empleadas, mar-
cadas en su extremo 5’ con biotina o digoxigenina, presentaron una fuerte señal, fundamental-
mente en la pars intermedia (PI) de la glándula pituitaria, detectándose, por primera vez, células
que coexpresan ambas formas. Por otra parte, las oligosondas de GH y PRL mostraron señales de
hibridación en la proximal pars distalis (PPD) y rostral pars distalis (RPD), respectivamente.
Además, en el estudio de animales con tres edades y tallas diferentes, producidos por el creci-
miento asincrónico de la dorada en cultivo industrial, no se observaron diferencias cualitativas
en los niveles de expresión de estas dos formas de SL.
Palabras clave: Hibridación in situ, ARNm, familia GH/PRL/SL, glándula pituitaria, Sparus
auratus.
ABSTRACT
Localization of mRNA of two types of somatolactin, growth hormone, and prolactin in the pituitary of
gilthead seabream Sparus auratus L., 1758
The mRNA expression of two types of somatolactin (SL1 and SL2), growth hormone (GH), and prolactin
(PRL) were analysed by in situ non-radioactive hybridization (ISH) in the pituitary of gilthead sea bream
Sparus auratus L., 1758. The different SL probes used, 5’ end labelled with biotin or dioxygenin, showed a
strong signal, mainly in the pars intermedia (PI) of the pituitary gland. We found, for the first time, cells
that co-express both SL forms. Furthermore, the GH and PRL oligoprobes showed signs of hybridization in the
proximal pars distalis (PPD) and rostral pars distalis (RPD), respectively. Moreover, the study of speci-
mens of three ages and different sizes, produced by asynchronic growth of the S. aurata under commercial
farming conditions, found no qualitative differences in the levels of expression of these two SL forms.
Keywords: In situ hybridization, mRNA, GH/PRL/SL family, pituitary gland, Sparus auratus.
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INTRODUCCIÓN
La prolactina (PRL), la hormona de crecimiento
(GH) y la somatolactina (SL), esta última exclusiva
de peces, son hormonas pertenecientes a la familia
de proteínas GH/PRL y se cree que provienen de
un gen ancestral común y desarrolladas por proce-
sos de amplificación y divergencia (Nicoll, Mayer y
Rusell, 1986). La SL fue aislada por primera vez en
el bacalao atlántico Gadus morhua Linnaeus, 1758
(Rand-Weaver et al., 1991), y se produce principal-
mente en la pars intermedia (PI) de la hipófisis de la
mayoría de los peces. La GH y la PRL se producen
en las células somatotropas y lactotropas, respecti-
vamente, y están localizadas principalmente en la
proximal pars distalis (PPD) y rostral pars distalis
(RPD) de la hipófisis.
La SL ha sido caracterizada exclusivamente en
peces (tabla I) mediante el aislamiento de la pro-
teína e identificación de su secuencia aminoacídi-
ca, clonación de su ADNc o determinación de la
propia secuencia genómica. En todas las especies
examinadas, a excepción de los salmónidos, la SL
se puede encontrar en dos formas: glicosilada y no
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Tabla I. Especies de peces osteictios en las que se han caracterizado las SL. (*): aunque todavía no se ha publicado la secuen-
cia aminoacídica, está accesible en las bases de datos de GenBank; (s/n): secuencia aminoacídica no incluida en las bases de 
datos.
Especie N.º acceso Referencia
GenBank
Actinopterigios
Pleuronectiformes Pleuronectidae Hippoglossus hippoglossus hhSL L02117 Iraqi, Gong y 
(Linnaeus, 1758) Hew, 1993
" Paralichtydae Paralichthys olivaceus poSL M33695 Ono et al., 1990
(Temminck & Schlegel, 1846)
" Soleidae Solea senegalensis Kaup, 1858 ssSL U06753 Pendón et al., 1994
Perciformes Sparidae Sparus auratus Linnaeus, 1758 saSL1 P54863 Astola et al., 1995
" " Sparus auratus Linnaeus, 1758 saSL2 P79894 Cavari, Funkenstein 
y Kawauchi, 2000
" Siganidae Siganus guttatus (Bloch, 1787) sgSL AB026186 Ayson et al., 1999
" Sciaenidae Sciaenops ocellatus soSL AF062520 Zhu et al., 1999
(Linnaeus, 1766)
" Moronidae Dicentrarchus labrax dlSL AJ277390 Company et al., 2000
(Linnaeus, 1758)
Scorpaeniformes Cyclopteridae Cyclopterus lumpus clSL L02118 Iraqi, Gong y 
Linnaeus, 1758 Hew, 1993
Tetraodontiformes Tetraodontidae Tetraodon miurus tmSL AF253066 Rand-Weaver et al., 
Boulenger, 1902 1991*
Gadiformes Gadidae Gadus morhua Linnaeus, 1758 gmSL D10639 Takayama et al., 
1991a,b
Salmoniformes Salmonidae Oncorhynchus keta okSL D10640 Takayama et al., 
(Walbaum, 1792) 1991a,b
" " Oncorhynchus mykiss omSL s/n Yang, Arab y Chen, 
(Walbaum, 1792) 1997
Acipenseriformes Acipenseridae Acipenser transmontanus atSL AB017200 Amemiya et al., 1999
Richardson, 1836
Anguilliformes Anguillidae Anguilla anguilla aaSL U63884 May, Todd y 
(Linnaeus, 1758) Rand-Weaver, 1997
Cypriniformes Cyprinidae Carassius auratus caSL U72940 Cheng et al., 1997
(Linnaeus, 1758)
Siluriformes Ictaluridae Ictalurus punctatus ipSL AF267991 Tang, 1992
(Rafinesque, 1818)
Sarcopterigios
Lepidosireniformes Protopteridae Protopterus annectens paSL AB017766 Amemiya et al., 1999
(Owen, 1839)
glicosilada. Además, la alineación de las secuencias
aminoacídicas de las SL caracterizadas demuestra
que están muy conservadas a lo largo de la filoge-
nia y que posee unas características comunes signi-
ficativas (figura 1).
La SL ha sido implicada en una gran variedad de
procesos fisiológicos (ver revisión de Kaneko, 1996),
como la maduración sexual o, en general, algunos
aspectos de la reproducción (Mousa y Mousa, 2000),
la respuesta al estrés, la regulación ácido-base y de
los niveles de calcio (Kakizawa, Kaneko e Hirano,
1996), el metabolismo de los ácidos grasos y del fos-
fato (Lu, Swanson y Renfro, 1995; Company et al.,
2000) y la adaptación a los fondos oscuros en las es-
pecies no salmónidas (Zhu et al., 1999). Las otras dos
hormonas, PRL y GH, juegan un papel activo en la
regulación del balance hídrico-mineral de los tele-
ósteos eurihalinos (Sakamoto et al., 1997) e intervie-
nen en la modulación de la reproducción (LeGac et
al., 1993). Por su parte, la GH regula el crecimiento
somático y el metabolismo (Pérez-Sánchez y LeBail,
1999). En general, podemos considerar que la fun-
ción principal que lleva a cabo la familia de hormo-
nas GH/PRL/SL en los teleósteos es la regulación
de diferentes iones.
Recientemente, Cavari, Funkenstein y Kawauchi
(2000) han identificado, por primera vez en la do-
rada, una segunda forma de SL, denominada SL2
para su  distinción de SL, única forma caracteriza-
da en las demás especies de peces, y de SL1 en el
caso de S. auratus. La SL2 se diferencia solamente
en 11 aminoácidos de la forma SL1, clonada por
Astola et al. (1995). De estos once aminoácidos, sie-
te son sustituidos por otros aminoácidos semejan-
tes en cuanto a su polaridad. Por tanto, dadas las
semejanzas tan marcadas entre SL1 y SL2, la técni-
M. J. Herrero-Turrión et al. Hibridación in situ de la superfamilia GH en dorada
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hhSL  ---MNMMTVKQGVWA ALLWPYLLAASIPLD CKDEQGSFSACPSIS QEKLLDRVIQHAELI YRVSEESCSMFEEMF VPF-PLRLQRNQAGY 
poSL  --MNMMTVKQQGVWA ALLWPYLLTASIPLD CKEEQGSLSRCPSIS QEKLLDRVIQHAELI YRVSEESCSMFEEMF VPF-PLRLQRNQAGY 
ssSL  ---MMTAVKQSGVWA VLLWPYLLAVSIQLD CRDEQGNMSRCPFIS QEKLLDRIIQHAELI SRISEESCSLFEELF VPF-PLRLQRNTVGY 
saSL1 --MRMIRAIKQGQWA VLLWPYLLTASIPLD CRDEQGVLSHCPSIS QEKLLDRVIQHAELI YRVSEESCSLFEEMF IPF-PLQLQRNQAGY 
saSL2 --MRMMRAIKQGQWA ILLWPYLLTTSIPLD CRDEQGGLSRCPSIS QEKLLDRVIQHAELI YRVSEESCSLFEEMF IPF-PLQLQRNQAGY 
sgSL  --MLMFTAIQRGVWV ALLWPHLLTASMPLD CREENGNLSRCPTIS QEKLLDRVIQHAELI YRVSEESCSLFEEMF VPF-PLQLQRNQAGF 
soSL  --MYMMTALQRGVWA SLLWPYLITISIPLD CKEEQGSLSRCPSIS QEKLLDRVIQHAELI YRVSEESCSLFEEMF VPF-SLQLQRNQAGY 
dlSL  --------------- --LWPYLLTVSIPLD CREEQSSLSRCPSIS QEKLLDRVIQHAELI YRVSEESCSLFEEMF VPF-PLQLQRNQAGY 
clSL  --MHLVSVIQRGVWA VLLWPNLLASSVPLD CREEQGILSRCPSIS QEKLLDRVIEHAELI YRVSEESCSLYEDMF IP---LQFQRNQVGY 
tmSL  -----MAALQEVLLA VLLWPVLVTISNPIN CGDEQSSLSNCLSIS EEKLLDRESFSTLSS SIVFLKNHVLCLRRC LSHSQYSSRQARQEN 
gmSL  MHTLAAVVVLQVCWA AVLWPCPPTHSSPVD CREEQAGSSQCPTIS QEKLLDRVIQHTELI YRVSEESCSMFEDMF VPFP-VRLQRNQAGN 
okSL  --MNMMQVMQSVVWA VLLWPCLVSLGVPLE CKDEQGSIILCASIS KEKLLDRVIQHAELI YRVSEESCTLFEEMF VPFP-MRSQRNQAGY 
omSL  --MNMMQVMQSVVWA VLLWPCLVSLGVPLE CKDEQGSIILCASIS KEKLLDRVIQHAELI TRVSEESCTLFDDMF VPFP-MRSQRNQAGY 
atSL  --MQKVKVLQVCAWV LLLWRCWGVLGYPLD CKDEQGSIISCTSIS LEKLLDRVIQHAELI YHVSEESCTLFEEMF VPVS-MRTQQNRARN 
paSL  MHNWKGVWLCSLFLT FGQLWNGILLAYPLD CKDEQGSYTRCTSIS LEKLLDRAIQHAELL YRVSEESCTIFEDNF APFS-LVSQRSRNFN 
aaSL  --MFSIRMNKVLQGF VCLMLTHRIVGYPMD CKEDQDG-TRCPSIS LDKLLDRIIQHAELI YRVSEESCTLFEEMY IPS-SIRAQLSRGGN 
caSL  ---MKKTTVLQVCMV FVVCSLQAVIGSPVD CPDQDTA-GVSCIIS LEKLLERAVQHAELI HHIAEESKLLFDEML ISFG-VVNLHISEGT 
ipSL  ---MIKTKVLQAWMG IWLCAVNGLLGSDQD CSDRDPT-GSRCSIS VEKLLDRAIQHAELI YRISDEARTLFEEMF IPLL-IPAHQVHGGN 
Cons. --------------- --------------- C---------C---- --------------- -------C------- --------------- 
     [-----PÉPTIDO SEÑAL----------]             [------------SL A-------------]                       
 
hhSL  ACITKALPIPSSKSE IQQISDTWLLHSVLL LVQSWIDPLVYLQTT LDRYDNASEMLLNKT KWVSDKLISLEQGVV VLIRKMLDEGMLTAT 
poSL  ACITKALPIPSSKSE IQQISDTWLLHSVLM LVQSWIEPLVYLQTT LDRYDNAPDMLLNKT KWVSDKLISLEQGVV VLIRKMLDEGMLTAT 
ssSL  ACITKALPIPSSKSE IQQISDKWLLQSVLT LVQSWIEPLVYLQTT LDRYDNAPDVLLNKT KWVSEKLVSLEQGVV VLIRKMLDEGTLTTT 
saSL1 PCITKALPIPSSKSE IQQISDKWLLHSVLM LVQSWIEPLVYLQTT LNRYDGVPDMLLNKT KWVSEKLMSLEQGVV VLIKKMLDEEMMTTT 
saSL2 PCITKALPIPSSKSE IQQISDKWLLHSVLM LVQSWIEPLVYLQTT LNRYDGVPDMLLNKT KWVSDKLMSLEQGVA VLIKKMLDEGLMTTT 
sgSL  TCITKALAIPSSKSE IQQISDKWLLHSVLM LVQSWIEPLVYLQNT LDRYDGAPDMLLNKT KWVSEKLISLEQGVV VLIKKMLDEGMATTA 
soSL  ACITKAFPIPSSKSE IQQISDKWLLHSVLM LVQSWIGPLAYLQNT MDHYDGAPDMLLNKT KWVSEKLISLEQGVV VLIKKMLDEGILTTT 
dlSL  ACITKALPIPSSKSE IQQISDKWLLHSVLM LVQSWIEPLVYLQTT MDRYDGAPEMLLNKT KWVSEKLIGLEQGVV VLIKKMLDEGMMTTT 
clSL  ACITKTLPVPSSKNE IQQISDKWLLHSVLM LVQSWIEPLVYLQTS LDRYNAAPEMLLNKT KWVSEKLISLEQGVV VLIKKMLDEGMLTIN 
tmSL  ACMTKVLPIPSSKSE IQQITDKWLLHAVLM LVQSWIKPLVYLQTT MVRYDYASDVLLNKT KWVLEKLISLEQGVV ILIKKILNEAVMTTT 
gmSL  TCITKDFPIPTSKNE LQQISDTWLLHSVLM LVQSWIEPLVYLQTT LDRYDDVPDVLLNKT KWMSEKLISLEQGVV VLIRKMLDGAILNSS 
okSL  TCATKAFPIPGSKSE IQQISDKWLLHSVLI LVQSWIEPLVYLQTT LDRYDDAPDTLLKKT KWVSEKLLSLEQGVV VLIRKMLDDDMLTTS 
omSL  TCATKAFPIPGSKSE IQQISDKWLLHSVLI LVQSWIEPLVYLQTT LDRYDDAPDTLLKKT KWVSEKLLSLEQGVV VLIRKMLDDDMLTNS 
atSL  TCITKAFPIPGSKSE IQKISDKWLLHSVLM LVQSWIEPLVYLQKT LDRYDDAPDTILNKT KWVTNKLSSLEQGIV ELIRKMLDEGLLAVD 
paSL  SCYTKGLRLPSSKSE AQQVSDKWLLHSVLV LVQSWIEPFVYLQRT LDTYNSLPGSLVNKT KWVSDKLPSLEQGIV VLIRKMLHEGLITTD 
aaSL  ACSTRSVPIQG---R IQQISDKWLLHSTLV VIQSWTGPLQSLQIT MDLYDNAPDGLLNKT KWMSTKLMNLEQGVT VLIRKMLNEDILVSD 
caSL  MCSPKTVSVPMSKTE IQQISDKWLLHSVLI LVQFWINPLVDVQAS LMNYQNAPSALVDRS KLMSTKITSLEQGIL VLIRQILGEGGLVVE 
ipSL  SCTSNLVRVPISKLE IQQISDKWLLHSISI LVQVWIEPLADLQDS LDMYDNVPSSLISKT RWMSTKLMNLKQGVL VLMSKMLDEGSVELE 
Cons. -C------------- -Q---D-WLL----- --Q-W--P----Q-- ---Y--------NKT ---------L-Q--- -L----L-------- 
                      [------------SL B------------]           [---------SL C----------------]        
 
hhSL  YNEQGLFQYDVLPDM LESVMRDYTLLSCFK KDAHKMEIFLKLLKC RQTDKYNCP-- 230 
poSL  YNEQGLFQYDAQPDM LESVMRDYTLLSCFK KDAHKMEIFLKLLKC RQTDKYNCA-- 231 
ssSL  YNEQDLLQYDVLPDM LESVMRDYTLLSCFK KDAHKMEIFLKLLKC RQTDKFNCA-- 230 
saSL1 YSEQGLFQDDGQPEM LEYVMRDYTLLSCFK KDAHKMEILLKLLKC RQNDMHSCR-- 231 
saSL2 YSEQGLFQDDGQPEM LEYVMRDYTLLSCFK KDAHKMEILLKLLKC RQNDIHSCA-- 231 
sgSL  YNEQSLFQDDAQPDM LESVMRDYTLLSCFK KDAHKMEILLKLLKC RQNDIYSCA-- 231 
soSL  YSEQGLFQYEVQPDM LESVMKDYNLLSCFK KDAHKMEILLKLLKC RQTDIYNCP-- 231 
dlSL  YSEQGLFQYDVPPEM LESVMRDYTILSCFK KDAHKMEILLKLLKC RQTDTYNCA-- 216 
clSL  HSEQGLLQNGVQPQM LESVMRDYTLLSCFK KDAHKMEAFLKLLKC RQTDRYNCS-- 229 
tmSL  VSELDLFPTDLQPDI LESVMNDYSLLSCFK KDARKIEILLKLLKC RRNDMYNCA-- 229 
gmSL  YNEYSAVQLDVQPEV LESILRDYNVLCCFK KDAHKIETILKLLKC RQIDKYNCALY 235 
okSL  YYEQGVAPYALQPEV LESVLRDYTLLSCFK KDAHKMETFLKLLKC RQTDKYSCFLH 233 
omSL  YYEQGVAPYALQPEV LESVLRDYTLLSCFK KDAHKMETFLKLLKC RQTDKYSCFLH 233 
atSL  HQQT-LTRFDVQPEV VESILRDYAVLTCFK KDAHKMEVFLKLLKC RHTDKMSCYIS 232 
paSL  FQQS-VIEIEPSPEI TDSSARDYMILNCFR KDAHKMETFLKLLKC RQIKKLNCY-- 232 
aaSL  PSQN-LTHFATQPNM VESVLTDYTLLTCFR KDAHRVETFLKLLKC RQSDRLSCFLY 228 
caSL  GPED-TSDHFVSSDT FETVRRDYSVIYCFR KDAHKIQTLLKLLKC RQIDKENCSLF 230 
ipSL  NNES-MLRHIVAPAM AEHVLRDYAVLSCFK KDAHKMETFLKLLRC RQTDNPTCSLF 230 
Cons. --------------- ------DY----CF- KDA------LKLL-C R------C---    
                           [----------------SL D--------------]      
 
Figura 1. Alineamiento de las
secuencias aminoacídicas de
las SL caracterizadas (ver tabla
I) (ClustalW). Los caracteres
(-) se insertan para adaptar el
alineamiento. (Cons.): marca
la secuencia consenso común
a todas las SL, con los más im-
portantes residuos de cisteína
y el sitio de N-glicosilación su-
brayados. Los cuatro dominios
conservados de las SL y los
péptidos señal se indican bajo 
la secuencia consenso.
ca de HIS ofrece un instrumento ideal para estu-
diar la distribución de estas proteínas en la hipófi-
sis de la dorada.
MATERIAL Y MÉTODOS
Preparación de la muestra
Se utilizaron ejemplares juveniles de S. auratus de
tres tamaños diferentes para cada edad (87, 188 y 346
días), provenientes de una misma freza (febrero de
2000) de la piscifactoría Maresa (Ayamonte, Huelva).
Las soluciones empleadas fueron tratadas con dietil-
pirocarbonato que previene la degradación del ARN.
Al menos tres peces de cada grupo, previamente
anestesiados, fueron descabezados y sus encéfalos fi-
jados por perfusión previa o por inmersión de las
muestras, según el tamaño del animal, en una solu-
ción de paraformaldehido (PFA) en tampón fosfato
salino pH 7,3 (PBS). Después de la fijación, se extra-
jeron las hipófisis, se lavaron varias veces en tampón
fosfato pH 7,3 (PB) y se crioprotegieron en sacaro-
sa/PBS, antes de encastrarlas en OCT (Tissue-Tek®).
Secciones de criostato de 8-10 µm, transversales y sa-
gitales, se montaron en portaobjetos de poli-L-lisina
(Menzel-Glaxe®) y se almacenaron a -20ºC hasta su
uso. Todos los procedimientos utilizados en la mani-
pulación de los animales cumplen la normativa de la
Directiva de la Comisión Europea (86/609/EEC) y la
legislación española (BOE 67/8509-12, 1998).
Diseño de oligonucleótidos
Como sondas se utilizaron oligonucleótidos de
24, 30 y 31 nucleótidos marcados en su extremo 5’
con digoxigenina [DIG] (1) o biotina [BIOT] (2).
El análisis de los alineamientos de secuencias nu-
cleotídicas (datos no mostrados) y aminoacídicas
(figura 2) de la familia de proteínas GH/PRL/SL
de S. auratus, determinó un diseño de las oligo-
sondas en las regiones proteínicas de los dominios
D de estas proteínas y en sus zonas no traducidas
en los extremos 3’ de los ADNc. Las oligosondas
antisentido utilizadas en este estudio son:
SaSL1a(1) y SaSL1c(2) 5’tcgacagctgtgcatgtcattttg3’ y
SaSL1d(2) 5’caggtttaattaggcgagttaagccactgc3’ com-
plementarias al ADNc de SL1 (673-696 nt y 1281-
1311 nt respectivamente) (Cavari, Noso y
Kawauchi, 1995); SaSL2a(2) 5’tgcacagctgtgtatgt-
cattctg3’ y SaSL2c(1) y SaSL2d(2) 5’ggtggagagaggg-
caaagcattacacctac3’ complementarias al ADNc de
SL2 (688-711 nt y 875-904 nt, Cavari, Funkenstein
y Kawauchi, 2000); SaGHa(1) o SaGHc(2) 5’tctcagc-
gactcgtcggtgcccagactttg3’ complementarias al
ADNc de GH (533-562 nt) (Funkenstein et al.,
1991; Cavari et al., 1994) y SaPRLa(2) 5’ggaa-
atgttgtcctcgccgatgtcattggac3’ complementaria al
ADNc de la PRL (534-564 nt) (Santos et al., 1999).
Como controles se utilizaron oligosondas sentido
de la misma secuencia que los ADNc de S. auratus
de SL1 (SaSL1b (1)), SL2 (SaSL2b (2)), GH
(SaGHb (1)) y PRL (SaPRLb(2)).
Hibridación in situ (HIS)
Para la realización de las HIS se han empleado
los procedimientos descritos por Henderson
(1996) con ligeras modificaciones que, en síntesis,
consisten en tratamientos previos a la hibridación
M. J. Herrero-Turrión et al. Hibridación in situ de la superfamilia GH en dorada
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SL1     MRMIRAIKQGQWAVL LWPYLLTASIPLDCR DEQGVLSHCPSISQE KLLDRVIQHAELIYR VSEESCSLFEEMFIP FP-LQLQRNQAGYPC  89 
SL2     MRMMRAIKQGQWAIL LWPYLLTTSIPLDCR DEQGGLSRCPSISQE KLLDRVIQHAELIYR VSEESCSLFEEMFIP FP-LQLQRNQAGYPC  89 
GH      --------------- ------MDRVVLMLS VMSLGVSSQPITDGQ RLFSIAVSRVQHLHL LAQRLFSDFESSLQT EDQRQLNKIFLQDFC  69 
PRL     --------------- --MAHRETNGSKLFI TVLCMVAACSAVPIN DLLDRASQRSDMLHS LSTTLTKDLSNHVPP VG---WTMMPRPPLC  70 
Consenso--------------- -------------C- --------C------ -L------------- -----C--------- --------------C 
                                               [----------DOMINIO A-----------] 
 
SL1     ITKALPIPSSKSEIQ QISDKWLLHSVLMLV QSWIEPLVYLQTTLN -RYDGVPDMLLNKTK WVSEKLMSLEQGVVV LIKKMLDEEMMTTTY 178 
SL2     ITKALPIPSSKSEIQ QISDKWLLHSVLMLV QSWIEPLVYLQTTLN -RYDGVPDMLLNKTK WVSDKLMSLEQGVAV LIKKMLDEGLMTTTY 178 
GH      NSDYIISPIDKHETQ RSSVLKLLSISYRLV ESWEFPSRSLS---- ---GGSAPRN--Q-- -ISPKLSELKTGIHL LIRANEDGAEIFPDS 147 
PRL     HTSSLQTPNDKEQAL QLSESDLMSLARSLL QAWQDPLVDLSNSAN SLLHPSQSSISNKIR ELQEHSKSLGDGLDI LSGKMGPAAQAISSL 160 
Consenso-------P--K---- --S---L------L- --W--P---L----- -----------NKT- --------L------ --------------- 
                     [----------DOMINIO B---------]              [-----------DOMINIO C---------] 
 
SL1     SEQGLFQDDGQPEML ---EYVMRDYTLLSC FKKDAHKMEILLKLL KCRQNDMHSCR-  231 
SL2     SEQGLFQDDGQPEML ---EYVMRDYTLLSC FKKDAHKMEILLKLL KCRQNDIHSCA-  231 
GH      SALQLAPYGNYYQSL GTDESLRRTYELLAC FKKDMHKVETYLTVA KCRLSPEANCTL  204 
PRL     PYRGSNDIGEDNISK -----LTNFHFLLSC FRRDSHKIDSFLKVL RCRAAKVQPEMC  212 
Consenso--------------- -----------LL-C F--D-HK----L--- -CR------C-- 
                               [------------DOMINIO D-------------] 
 
Figura 2. Alineamiento de las
secuencias aminoacídicas de
la familia de proteínas
GH/PRL/SL de Sparus aura-
tus (ClustalW). Los caracteres
(-) se insertan para adaptar el
alineamiento. (Cons.): marca
la secuencia consenso común
a todas las SL, con los más im-
portantes residuos de cisteína
y el sitio de N-glicosilación su-
brayados. Los cuatro domi-
nios conservados se indican
bajo la secuencia consenso y
los péptidos señal aparecen
subrayados en cada secuencia 
proteínica.
para evitar las uniones inespecíficas de las oligo-
sondas, una postfijación en solución de PFA en
PBS, una acetilación y deshidratación de las sec-
ciones. Una prehibridación en una mezcla de hi-
bridación (MH) [MH: 4X citrato sódico salino
(SSC), 10 % sulfato dextrano, 1X Denhardt’s, 50 %
formamida deionizada, 200 µg/ml de ADN de es-
perma de salmón desnaturalizado, 20 unit/ml de
ARNt de levadura y PB] sin la correspondiente oli-
gosonda, prepara las condiciones de la hibrida-
ción. Ésta se realizó durante toda la noche a 45 ºC
en cámara húmeda con la MH y la correspondien-
te oligosonda a una concentración de 15-20 ng/ml.
Después, las secciones fueron lavadas en condicio-
nes de alta astringencia: un lavado en 0,1 % dode-
cil sulfato sódico (SDS), 2X SSC y dos lavados en
0,1 % SDS, 0,1X SSC durante 30 minutos a 45 ºC y
a temperatura ambiente respectivamente. A conti-
nuación, las secciones hibridadas con oligosondas
marcadas con la DIG se incubaron con anticuer-
pos anti-digoxigenina conjugados con fosfatasa al-
calina (PA) [1:500, comercial Boehringer Mann-
heim].
Por otra parte, las secciones con las oligosondas 
marcadas con BIOT se incubaron con la molécu-
la estreptavidina conjugada con peroxidasa (P) 
[1 µg/ml, de Jackson-ImmunoResearch]. Ambos
tipos de secciones se incluyeron en tampones de
revelado. Para las que contienen PA, el procedi-
miento de revelado se basa en una reacción enzi-
mática con la mezcla de sustratos NBT (4-nitro
blue tetrazolium chloride) y BCIP (5-bromo-4-clo-
ro-3-indol-fosfato), produciendo precipitados de
color azul oscuro. Por su parte, la enzima P utiliza
como sustratos la 3,3’-diaminobenzidina (DAB) y
el H2O2, produciendo precipitados de color ma-
rrón. Las reacciones colorimétricas se bloquearon
con varios lavados en agua destilada, y las seccio-
nes fueron montadas en una solución de glicerol.
En algunos casos, para mejorar la visualización de
las señales, las secciones se contratiñeron en he-
matoxilina ácida.
Se han realizado varios controles de las HIS. (1):
secciones incubadas en la MH sin la oligosonda co-
rrespondiente; (2): secciones incubadas con la MH
conteniendo el oligonucleótido sentido correspon-
diente; (3): secciones hibridadas con las respecti-
vos oligosondas antisentido, pero no incubadas
con el anti-digoxigenina-PA o estreptavidina-P que
correspondería en cada caso. Los resultados de to-
dos ellos fueron negativos.
Doble hibridación in situ
Se llevaron a cabo dos tipos de marcaciones utili-
zando esta técnica. (a): una hibridación con oligo-
sonda marcada con DIG, una posterior con la co-
rrespondiente marcada con BIOT, o viceversa, e
incubaciones consecutivas con anticuerpos anti-di-
goxigenina-PA y estreptavidina-P; (b): empleando
dos oligosondas marcadas con biotina, en orden in-
distinto, pero realizando primero una hibridación
con una de las oligosondas y la incubación con es-
treptavidina-P y, posteriormente, la segunda hibri-
dación con la otra sonda e incubación con estrepta-
vidina-PA (1 µg/ml, de Jackson-ImmunoResearch).
En ambos casos las secciones fueron procesadas con
DAB, analizadas, lavadas con PBS, procesadas con
NBT/BCIP y analizadas nuevamente.
RESULTADOS
Especificidad de las distintas oligosondas
Los oligonucleótidos empleados como sondas
presentan resultados positivos en las células ade-
nohipofisarias apropiadas. Las diferentes oligoson-
das de SL no reaccionan con las presumibles célu-
las somatotropas y lactotropas situadas en la pars
distalis de la hipófisis de dorada, y, a su vez, las
sondas de GH y PRL no presentan señales de hi-
bridación en las células somatolactotropas.
Además, no hemos observado marcación por se-
ñales de hibridación en las secciones incubadas
únicamente con la MH o las correspondientes oli-
gosondas sentido.
La figura 3 muestra el grado de especificidad de
las distintas oligosondas de SL utilizadas. Secciones
hipofisarias adyacentes incubadas con distintas oli-
gosondas de SL presentan resultados idénticos en
condiciones de alta astringencia, indicando una
gran especificidad, fundamentalmente en las sondas
con más alta homología. Así, comparando los resul-
tados obtenidos con las oligosondas SaSL1a/c y la
SaSL2a, con una homología del 83,3% y específica-
mente complementarias al ARNm-SL1 y ARNm-SL2,
respectivamente, no presentan reacción cruzada en-
tre ellas. También los análisis de las sondas SaSL1a/c
vs. SaSL1d y SaSL2a vs. SaSL2c/d demuestran que
son complementarias al ARNm-SL1 y ARNm-SL2,
respectivamente. Por tanto, en este trabajo se han
empleado sin distinción los diferentes tipos de oli-
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gosondas de SL para la dorada, dado que las sondas
diseñadas en la región proteínica producen unos re-
sultados idénticos que las diseñadas en la zona no
traducida de los ADNc (figura 3).
Distribución de las señales de hibridación
El análisis de las señales de hibridación emplean-
do las oligosondas de SL en HIS dobles (figura 4) y
de las secciones adyacentes de las HIS simples (fi-
gura 3a,b) no han mostrado diferencias en el pa-
trón de distribución de las células que expresan las
dos SL. La localización de las señales de hibridación
con las oligosondas SaSL1 es coincidente con las de
las oligosondas SaSL2. Ambos ARNm-SL aparecen
colocalizados en las mismas células de la hipófisis
de la dorada (figura 4c,d). La mayoría de las células
de SL se distribuyen en la PI formando un cordón
alrededor de la neurohipófisis (NH) (figuras 3 y 4).
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Figura 3. Secciones medio-sagita-
les de la hipófisis de animales ju-
veniles de S. auratus de 346 días.
(a): señales de HIS de oligoson-
da para SL1 (SaSL1a). (b): seña-
les de HIS de oligosonda para
SL1 (SaSL1d); barra de escala:
200 mm. (c): señales de HIS de
oligosonda para SL2 (SaSL2c).
(d): señales de HIS de oligoson-
da para SL2 (SaSL2d); barra de
escalas: 100 mm. (*): células de
SL presentes en la PPD. a, b y c
están contrateñidos con hemato-
xilina ácida.
Figura 4. Sección transversal de
la PI hipofisaria de animales ju-
veniles de S. auratus de 188 días.
(a): señales de HIS para SL2;
(b): doble HIS (SL2 y SL1) de la
sección mostrada en a; (c): deta-
lle de a; (d): detalle de c; (e y f):
secciones sagitales de hipófisis de
talla pequeña y grande, respecti-
vamente. Barra de escalas: (a, c, e 
y f): 100 mm; (b y d): 50 mm.
En secciones transversales se muestra que algunas
células positivas a estas sondas están presentes en
porciones más internas de la PI (figura 4). También
se han observado señales de hibridación débiles en
pequeños grupos de células en la región ventral de
la PPD (figura 3d), mientras que no han sido de-
tectadas en la RPD. Las señales de hibridación den-
tro de las células que coexpresan las SL se sitúan en
el citoplasma y, fundamentalmente, en uno de sus
polos celulares.
Con la oligosonda SaGHa se observan señales de
hibridación en alto número de células de la PPD
de la hipófisis. En esta área de la glándula pituita-
ria, y fundamentalmente en su zona media-dorsal,
las células inmunoreactivas a GH (ir-GH) forman
una capa celular a modo de collar alrededor de la
NH (figura 5b,c,d,e). La marcación de células so-
matotropas se sitúa en el citoplasma y, principal-
mente, en uno de los polos celulares. Con el oligo-
nucleótido para la PRL se observan señales de
hibridación en las células adenohipofisarias que
ocupan la mayor parte de la RPD (figura 5a,b,d,f).
Analizando las células de PRL se aprecia que los
núcleos ocupan la mayor parte del volumen celu-
lar. Para estas dos últimas sondas, las HIS dobles di-
ferencian claramente las células marcadas con el
cromógeno/substrato DAB-H2O2, las lactotropas, y
las del substrato con NBT-BCIP, somatotropas (fi-
gura 5b,d), no observándose células que colocali-
zan ambas marcaciones, es decir, células mamoso-
matropas que coexpresen la GH y la PRL.
Finalmente, en la figura 4e,f se muestra que no
hay diferencias cualitativas significativas en la dis-
tribución de las señales de hibridación de los
ARNm-SL en doradas de una misma edad y de tres
tallas distintas. 
DISCUSIÓN
Hasta el momento se han realizado distintos es-
tudios inmunohistoquímicos (IHQ) de SL, GH y
PRL en dorada (Power y Canario, 1992; Villaplana
et al., 1997; Villaplana et al., 2000) y un único estu-
dio de HIS en células que expresan la PRL (Santos
et al., 1999), determinándose diferencias probable-
mente debidas a los distintos materiales (anticuer-
pos) y metodologías empleados en los estudios. Por
tanto, la necesidad de la puesta a punto de una téc-
nica experimental de alta especificidad, sensibili-
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Figura 5. Secciones sagitales de
hipófisis de S. auratus de 188 días
post-eclosión (a, b, c, d) y seccio-
nes transversales de hipófisis de 
S. auratus de 87 días post-eclosión 
(e, f). (a): simple HIS para PRL;
(b): doble HIS para PRL y GH de
a; (c): simple HIS para GH; (d):
detalle de doble HIS para GH y
PRL; (e y f): secciones adyacen-
tes (de 10 mm) para GH y PRL
respectivamente. Barra de esca-
las: (a, b y c): 100 mm; (d, e, f): 
50 mm.
dad y fácilmente reproducible, como las HIS no ra-
dioactivas que proponemos, se hace indispensable
para el análisis de la expresión de hormonas hipo-
fisarias.
En diferentes especies de peces la localización
de células productoras de SL se ha determinado
fundamentalmente por estudios IHQ (Olivereau y
Rand-Weaver, 1994; Dores et al., 1996; Vissio et al.,
1997; Villaplana et al., 1997; Salam et al., 2000). De
este modo, las células ir-SL se han localizado prin-
cipalmente en la PI de la hipófisis, bordeando el te-
jido neurohipofisario. La presencia de células ir-SL
ha sido descrita en numerosas especies (tabla I),
suponiéndose su universalidad en todos los teleós-
teos, aunque en Gymothorax meleagris (Shaw, 1795)
no se ha detectado mediante estudios IHQ esta
proteína (Dores et al., 1996). Por consiguiente, da-
das las limitaciones de la técnica IHQ y la reciente
clonación en S. auratus de un segundo tipo de SL,
con muy pocas diferencias respecto al primero
(Cavari, Funkenstein y Kawauchi, 2000), el empleo
de la HIS se hace necesario para analizar los patro-
nes de distribución de sus ARNm.
Para ello, en primer lugar se optimizaron las
condiciones de la HIS para esta especie y la de-
tección específica de sus ARNm. La utilización de
oligosondas no radioactivas, marcadas en su ex-
tremo 5’ con BIOT o DIG, se ha evidenciado co-
mo un método con alta especificidad y sensibili-
dad. También se ha demostrado una gran
especificidad de las oligosondas empleadas en es-
te estudio. Las oligosondas de SL, dos o tres oli-
gonucleótidos que son complementarios al mis-
mo transcrito de ARNm, tanto en su zona
traducida como en la no traducida, presentan un
grado de similitud muy alto, del 84 % (SaSL1a ó
SaSL1c, y SaSL2a) y, a pesar de ello, y en condi-
ciones de alta astringencia, se ha determinado
que son altamente específicas (figura 3). En este
aspecto, otros estudios (Sommer et al., 1990), em-
pleando oligosondas con una similud más alta, del
92 %, demuestran que son altamente específicas
en condiciones de alta astringencia. Por tanto, es-
te trabajo puede utilizar ambos tipos de sondas de
SL, complementarias a la región proteínica o a la
zona no traducida de los ADNc.
Las dobles HIS (figura 4) y secciones adyacentes
de simples HIS (figura 3) han demostrado que am-
bos tipos de SL de S. auratus se coexpresan en las
mismas células, situándose principalmente en la PI
de la hipófisis formando un cordón de células al-
rededor de la NH, como en otras especies de tele-
ósteos (Kaneko et al., 1993). Además, hay señales
de hibridación en células que forman agrupacio-
nes en porciones más internas de la propia PI (fi-
gura 4a,c), como también lo observaron por IHQ,
en esta misma especie, Villaplana et al. (1997).
También, aunque con expresión más débil, se en-
cuentran células positivas a las SL en grupos celu-
lares aislados, principalmente en la zona ventral
de la PPD (figura 3d), como en distintas especies
del género Oncorhynchus Suckley, 1861 y en Seriola
dumerili (Risso, 1810) (Olivereau y Rand-Weaver,
1994), lo que sugiere diferentes actividades, según
el patrón de distribución dentro de la propia hi-
pófisis. La proximidad de las células somatolacto-
tropas al tejido neural, mostrando a menudo pro-
cesos celulares que contactan con las ramas
neurohipofisarias, sugiere que éstas están regula-
das por sustancias neurohipotalámicas (Moons et
al., 1989). En relación a las células positivas a las
SL en S. auratus, se aprecia que las señales de hi-
bridación se sitúan en el citoplasma, y se centran,
principalmente, en uno de su polos (figura 4), al
igual que en otras especies (Olivereau y Rand-
Weaver, 1994). Finalmente, cabe destacar que toda
la distribución de las células de SL en S. auratus
mostrada en el presente trabajo por HIS coincide
con la localización inmunohistoquímica de la úni-
ca forma proteínica de SL conocida en ese mo-
mento (Villaplana et al., 1997).
Las oligosondas SaGHa y SaPRLa dan intensas
señales de hibridación en la PPD y RPD de la hipó-
fisis, coincidiendo con las zonas donde, por méto-
dos IHQ, se han detectado células somatotropas y
lactotropas respectivamente, tanto en la especie
que nos ocupa (Power y Canario, 1992; Villaplana
et al., 2000) como en otras especies de vertebrados
(Frawley y Bloockfor, 1989). Además, conviene
apuntar que las señales inmunoreactivas a la oligo-
sonda para la PRL presentan pequeñas diferencias
en los grados de intensidad, por lo que se deduce
que distintas células lactotropas son capaces de ex-
presar la hormona de forma desigual.
La distribución de los ARNm de GH y PRL en hi-
pófisis de doradas que aquí se describe, no coinci-
de exactamente con la distribución de las corres-
pondientes proteínas (Villaplana et al., 2000). En
nuestro trabajo se ha mostrado que en secciones
adyacentes de HIS simples (figura 5e,f) y dobles
HIS de GH/PRL no se detectan células mamoso-
matotropas (MS), en discrepancia con lo descrito
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mediante IHQ en animales de esta edad por
Villaplana et al. (2000). Estos autores determinaron
que en el rango de edades de 64 a 118 días apare-
cen células doblemente inmunorreactivas a GH y
PRL (células MS). En cambio, en nuestro estudio,
a la edad de 87 días no se han observado dobles
marcaciones en las señales de hibridación de las
oligosondas para la GH y PRL. Por tanto, postula-
mos que en el estadio de 87 días se podrían detec-
tar las correspondientes proteínas colocalizadas y
no estar presentes ambos ARNm. En los estadios
tempranos de desarrollo, en este caso en forma de
alevín, es crucial la rápida respuesta a las necesida-
des de una determinada proteína/hormona en un
momento concreto, por lo que es factible la pre-
sencia de un pool de proteínas en espera que ya han
sido traducidas de los correspondientes ARNm, los
cuales ya habrán sido degradados y no habrán con-
tinuado su transcripción.
La colocalización de hormonas hipofisarias no
es exclusiva de las SL de S. auratus, puesto que, es-
pecíficamente en el caso de la SL, en dos especies
de holósteos, Lepisosteus osseus (Linnaeus, 1758) y
Amia calva Linnaeus, 1766, se han descrito células
que coexpresan en distinto grado la SL y la hor-
mona estimulante melanotrofa [MSH] en células
de la PI (Dores et al., 1996). Además, en la hipófi-
sis de tilapia Oreochromis mossambicus (Peters,
1852), se han descrito dos formas de PRL que es-
tán colocalizadas en las mismas células lactotropas
(Nishioka, De Jesús y Hyodo, 1993), por lo que
postulamos que la expresión de dos tipos de SL en
la dorada, como en otros miembros de la familia
GH/PRL/SL que poseen dos formas proteínicas,
se produjo a lo largo de la filogenia por duplica-
ción génica, y que ésta se ha mantenido en el mis-
mo tipo celular. 
En los grupos de animales analizados en este
trabajo no se han apreciado diferencias cualitativas
significativas en lo referente a la distribución de la
expresión génica de las SL de S. auratus. No obs-
tante, la diferencia de volumen/tamaño hipofisa-
rio y, por tanto, del número de células en cada uno
de estos grupos, podría sugerir una secreción cuan-
titativa diferente de las SL. De este modo, nuestros
resultados indican que en el crecimiento asincró-
nico de la dorada en cultivo piscícola no hay dife-
rencias significativas en la distribución de la pobla-
ción de células hipofisarias somatolactogénicas,
aunque el número de componentes de dicha po-
blación pueda diferir.
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